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摘  要 
基因修饰后的干细胞治疗动脉粥样硬化是近年来出现的动脉粥样硬化治疗
的新策略。通过基因修饰可以增强干细胞修复血管的能力。本课题组前期实验中，
我们发现 Ang-1 能够抑制 TNF-a 诱导的内皮祖细胞炎症反应，增强 EPC 细胞修
复血管损伤的能力，但其具体的生物学机制并不明确。有研究发现在仓鼠的卵巢
细胞中 Ang-1 通过 Tie-2 受体磷酸化招募 ABIN-2 蛋白抑制 NF-kappaB 信号传导
通路，达到抑制炎症反应的作用。在内皮祖细胞中，Ang-1 与 NF-kappaB 信号传
导通路之间的是否同样存在这种联系目前并未见报道。为此，我们通过下调
NF-kB内源性抑制物ABIN-2蛋白表达，观察在TNF-a诱导的内皮祖细胞中Ang-1
对血管细胞粘附分子 -1 和细胞间粘附分子-1 调节作用的变化，从而论证
NF-kappaB 信号传导通路在 Ang1 干预内皮祖细胞炎症反应中的作用。为后续利
用 Ang-1 修饰的内皮祖细胞治疗动脉粥样硬化提供理论基础。 
实验中我们采用 TNF-a 诱导内皮祖细胞炎症反应，用病毒感染的方法各组
基因导入 EPC 中，将 Ang-1 基因导入已经转染了 ABIN-2 ShRNA 的细胞系中，
通过 Western blotting 检测 EPC 细胞中 Ang-1 蛋白和 ABIN-2 蛋白的表达情况。
随后采用荧光定量 PCR、ELISA 方法检测各组 EPC 细胞中粘附分子 VCAM-1、
ICAM-1 的表达水平。 
我们通过 western blotting 证实同时转染 Ang-1 基因及 ABIN-2shRNA 的 EPC
细胞中能够成功表达 Ang-1 蛋白，同时 ABIN-2 蛋白未见明显表达。荧光定量
PCR、ELISA 证实在 mRNA 水平和蛋白水平 Ang-1 均可明显抑制 TNF-a 诱导的
内皮祖细胞粘附分子 VCAM-1、ICAM-1 的表达，在 ABIN-2 表达下调后，Ang-1
对内皮祖细胞粘附分子的抑制作用消失。 
    通过本实验结果我们发现Ang-1通过ABIN-2抑制NF-kappaB信号传导通路
影响 TNF-a 诱导的内皮祖细胞的炎症，从而为 Ang-1 基因修饰干细胞治疗动脉
粥样硬化提供理论基础。 















Gene-modified stem cells to treat atherosclerosis is a new strategy emerging in 
recent years. Genetically modified stem cells can enhance its ability to repair vascular. 
Early experiment in our group, we found Ang-1 could inhibit TNF-a induced 
inflammatory response of endothelial progenitor cells and enhance its ability to repair 
vascular , but their specific biological mechanism is unclear at present.Recent study 
found that in hamster ovary cells,Ang-1 binding to Tie-2 receptor , which recruitment  
ABIN -2 protein, inhibits NF-kB signaling pathway to suppress inflammation.There is 
no report about the links between Ang-1 and NF-kB signaling pathway in the EPC ,to 
this end, we try to find the links between Ang-1 and NF-kB signaling pathway in the 
EPC and provide a theoretical basis for Ang-1 modified endothelial progenitor cells to 
treat atherosclerosis.To the end,we down regulate the express of endogenous NF-kB 
inhibitor ABIN-2 protein and investigate the effects of Ang-1 on the expression of  
VCAM-1 and ICAM-1 in TNF-a induced EPC,and explain the effect of nuclear 
factor-kB on regulate EPC inflammation. 
In our experiment we transformation of ABIN-2 shRNA and Ang-1 into TNF-a 
induced EPC,real-time PCR and ELISA were used to detect the mRNA and protein 
expression of VCAM-1 and ICAM-1 in EPC. 
Western blotting analysis showed that Ang-1 protein expressed while no 
significant ABIN-2 protein expressed in EPC,which Ang-1 and ABIN-2shRNA 
contransfect into .Real-time PCR and ELISA show that Ang-1 significantly inhibits 
the expression of adhesion molecules in TNF-α induced EPC, and after down 
regulation of ABIN-2 protein expression,the capacity of Ang-1 that inhibits the 
expression of adhesion molecules in TNF-α induced EPC significantly decreased. 
In this study, we discovered that Ang-1 inhibits adhesion molecules expression in 
TNF-α induced EPC through NF-kappa B signaling pathway and provide a theoretical 
basis for the treatment of atherosclerosis by the Ang-1 modified stem cells.  















中文摘要 .................................................................................................... I 
英文摘要 .................................................................................................... I 
第一章  前言 ............................................................................................1 
1.1  基因修饰干细胞治疗动脉粥样硬化...............................................................1 
1.2  血管生成素-1....................................................................................................2 
1.2.1  血管生成素-1 结构特点.....................................2 
1.2.2  血管生成素-1 的生物学功能.................................2 
1.3  NF-Kappa B 信号通路与动脉粥样硬化的关系 ............................................5 
1.3.1  NF-KB 结构特点............................................5 
1.3.2  NF-kB 与动脉粥样硬化的关系................................6 
1.3.3  ABIN-2 对 NF-kB 的负反馈调节...............................6 
1.4  慢病毒载体介导的 RNAi ................................................................................7 
1.5  本研究的思路、目的和意义...........................................................................9 
第二章  Ang-1 基因通过 NF-KappaB 信号传导通路影响内皮祖细胞
炎症反应 ..................................................................................................11 
2.1  材料 ................................................................................................................. 11 
2.1.1  仪器 ....................................................11 
2.1.2  细胞 ....................................................11 
2.1.3  质粒 ....................................................11 
2.1.4  菌株 ....................................................11 
2.1.5  试剂 ....................................................11 
2.2  方法 .................................................................................................................14 
2.2.1  慢病毒包装 ..............................................14 
2.2.2  慢病毒的滴度测定 ........................................17 
2.2.3  慢病毒感染 EPC...........................................17 














2.2.5  酶联免疫吸附实验检测各组 EPC 细胞 VCAM-1、ICAM-1 蛋白表达 .21 
2.2.6  统计学处理 ..............................................22 
2.3  结果 .................................................................................................................22 
2.3.1  细胞转染结果 ............................................22 
2.3.2  慢病毒滴度测定结果 ......................................22 
2.3.3  慢病毒感染 EPC 结果 ......................................22 
2.3.4  Real-time PCR 检测各组 EPC 粘附分子 VCAM-1、ICAM-1 的表达结果
...............................................................23 
2.3.5  ELISA 检测各组 EPC 粘附分子 VCAM-1、ICAM-1 的表达结果......23 
2.4  讨论 .................................................................................................................24 
2.5  小结 .................................................................................................................26 
第三章  结论 ..........................................................................................34 



















Table of Contents 
Abstract in Chinese ................................................................................. I 
Abstract in English ................................................................................... I 
Chapter 1 Introduction ............................................................................1 
1.1  Gene-modified stem cells in treating atherosclerosis ...................................1 
1.2  Angiopoietin-1..................................................................................................2 
1.2.1  Structure of Angiopoietin-1 ........................................................................2 
1.2.2  Function of Angiopoetin-1..........................................................................2 
1.3  Role of NF-Kappa B pathway in atherosclerosis..........................................5 
1.3.1  Structure of NF-kB .....................................................................................5 
1.3.2  Role of NF-kB in atherosclerosis................................................................6 
1.3.3  Negative feedback regulation of ABIN-2 to NF-kB...................................6 
1.4  Lentiviral vector-mediated RNAi...................................................................7 
1.5  Primary content and research of paper.........................................................9 
Chapter 2 Ang-1 gene affect the inflammation of endothelial 
progenitor cells through NF-Kappa B signaling pathway..................11 
2.1  Material .......................................................................................................... 11 
2.1.1  Instruments................................................................................................11 
2.1.2  Cells ..........................................................................................................11 
2.1.3  Plasmids ....................................................................................................11 
2.1.4  Microbial strains .......................................................................................11 
2.1.5  Reagents....................................................................................................11 
2.2  Method............................................................................................................14 
2.2.1  Lentiviral packaging .................................................................................14 
2.2.2  Lentiviral  titer determination .................................................................17 
2.2.3  Lentiviral virus infecting to the EPC ........................................................17 















2.2.5  Elisa detect the expression of VCAM-1 ICAM-1 protein in EPC............21 
2.2.6  Statistical Analysis ....................................................................................22 
2.3  Result ..............................................................................................................22 
2.3.1  Cell transfection results.............................................................................22 
2.3.2  Lentiviral titer results................................................................................22 
2.3.3  Lentiviral virus infecting to the EPC results.............................................22 
2.3.4  Result of Real-time PCR...........................................................................23 
2.3.5  Result of ELISA........................................................................................23 
2.4  Discussion .......................................................................................................24 
2.5  Conclusion......................................................................................................26 























第一章  前言 













































1.2  血管生成素-1 
1.2.1  血管生成素-1 结构特点 
血管生成素-1(Angiopoietin-1,Ang-1)是血管生成素家族之一。Dumont 等[15,16]
通过分析 Tie 缺失突变的大鼠首次发现 Tie 在血管新生方面的重要作用，随后
Davis 等[17]克隆出其配体 Ang-1。人类的 Ang-1 基因位于染色体 8q22 部位，而小
鼠位于第 15 号染色体上。Ang-1 是分子量约 70KD 大小的糖蛋白。在大鼠胚胎
发育早期，Ang-1 主要在心内膜周围的心肌细胞中表达；在胚胎发育后期，则主
要表达在血管内皮细胞外周基质细胞中。在胚胎期第 13 天，Ang-1 分布于背主
动脉、神经椎管组织、腹膜血管等组织的基质细胞及平滑肌细胞中。在成年动物
中，Ang-1 主要分布在肌肉、卵巢、子宫等富含血管的组织中,其表达受缺氧、
表皮生长因子(epidermal growt h factor , EGF) 、转化生长因子-β( transforming 
growth factor β, TGF-β) 等的调控。人和小鼠的 Ang-1 cDNA 能编码 498 个氨
基酸，包括 N端螺旋-螺旋结构域(coiled-coil domain) 和 C-端的纤维蛋白原类似




1.2.2  血管生成素-1 的生物学功能 































究发现 Tie-2 基因、Ang-1 基因缺失或过表达的小鼠对血管生成受到明显影响,
详见表 1.1[23]。 




Ang-1 可能是通过诱导 PI-3kinase/ Akt 途径中 PI3 激酶磷酸化，刺激重要的凋亡







1.2.2.3  促进内皮细胞出芽 















皮细胞(endothelial cells，Ecs)向 Ang-l 浓度高的地方迁移并形成管状结构，Ang-1
还可诱导纤溶酶的释放。提高基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，MMP)















反应。通过抑制 ICAM-1、血管细胞粘附分 -1（Vascular Cellular Adhesion 
Molecule-1，VCAM-1）、E-选择素的表达及白细胞的粘附，Ang-1 能够抑制
HUVECs 中 VEGF 诱导的炎症反应。另外，VEGF 和 Ang-1 共表达的转基因小鼠
中，研究者发现 Ang-1 能够抑制真皮层血管中的白细胞粘附[22]2513。同样，Ang-1





















表 1.1  Tie 受体及血管生成素缺失或过表达小鼠血管生成情况 
Table 1.1  Phetypes of Transgenic Mice Lacking or Overexpressing Tie Receptors 
and Angiopoietins[23] 
 
Gene                                   Vascular Phenotype                     
 Tie1-/-                             Die embryonic day 13.5(E13.5)onward.Microvessel 
hemorrhage,edema,rupture.Small hearts with endoc 
-ardial defects. Tie1-/- endothelial cells(EC)lost from 
chimeric wild-type(WT) /Tie1-/- mice. 
Tie2-/-                             Die E9.5 onward.Poor remodeling,decreased branching, 
                        dilated vessels.Fewer ECs,rounded ECs,lack perivascular 
                        cells. 
Double Tie1-/- / Tie2-/-        Similar Tie2-/-but more severe. Tie1-/-  embryos sensitve 
                        to Tie2 gene dosage. Tie1-/- / Tie2-/-ECs absent from 
capillaries of adult chimeric WT/double knockout mice. 
Ang-/-                         Die E12.5.Similar to Tie2-/-.Dilated vessels,ECs rounded 
                        with poor interaction with matrix/periendothelial cells. 
                        Few perivascular cells. 
Ang1 overexpression       Overexpression in skin increase No. and branching of 
vessels and enlarges vessels.   
Nicholas P.J.,Brindle, Pipsa Saharinen,et al.Circ Res, 2006 
1.3  NF-kappa B 信号通路与动脉粥样硬化的关系 
1.3.1  NF-kB 结构特点 
核因子-kB（Nuclear Factor-kappa B,NF-kB）最早是从小鼠 B 淋巴细胞核中
提取出的一种能够调节 k 轻链表达的转录因子。其广泛分布于真核细胞内，参与
多种基因如促炎症细胞因子、粘附分子、转录因子的表达。NF-kB 是由 Rel 家族
构成的二聚体蛋白，即 NF-kB/Rel 家族。NF-kB/Rel 家族包括 p50/p105、p52/p100、
c-Rel、RelA（p65）和 RelB。NF-kB/Rel 蛋白在体内常见的激活形式包括 p50 同
源二聚体，p65 同源二聚体和 p50～p65 异源二聚体。其中最常见的激活形式是
p50 和 p65 组成的异源二聚体，通常所指的 NF-kB 即为此类[38]。细胞处于静息状
态时，NF-kB 与小分子蛋白 IkB(inhibitory kappaB,IkB)结合，以失活状态存在于
细胞质中。当机体受到外界因素如 TNF-a、LPS 等刺激时, 在蛋白激酶(protein 















NF-kB 解离,进入细胞核,与 DNA 链上特异部位结合,启动相关基因转录。 
1.3.2  NF-kB 与动脉粥样硬化的关系 
NF-kB 作为细胞内重要的核转录因子之一，在不同刺激条件下不同的组织细
胞中，激活后可通过调节多种不同靶基因的转录，参与炎症、免疫、应激、细胞
增殖和凋亡等多种病理生理过程[39]。Steven 等利用 Real-time PCR 技术发现在炎
性乳癌和非炎性乳癌中，NF-kB 基因的表达较对照组明显升高，增加 3倍以上，
由此证明 NF-kB 在炎性乳癌的发病中起重要作用[40]。Schneider 等则在局灶性脑
缺血动物模型中发现，在缺血半球中 NF-kB 的表达明显升高，NF-kB 促进了神
经细胞的死亡，在 p65 基因敲除的小鼠中缺血性脑损伤则明显减轻。通过抑制




NF-kB 同样参与调解与平滑肌细胞增殖有关的生长因子的调节。Brand K 等应用
免疫荧光和免疫组化技术,在动脉粥样硬化区和纤维化斑块区均检测到了激活的
NF-kB ,并有相应靶基因的表达,而未发生动脉粥样硬化的血管则很少或无
NF-kB 的表达,提示 NF-kB 在动脉粥样硬化发生发展中具有重要的作用[42]。在动
脉粥样硬化发病过程中，内皮细胞活化表达粘附分子和炎症介质，引起内皮细胞
炎症反应，研究发现[43]与内皮细胞活化有关的各种刺激如细胞因子、病毒感染、
切应力、缺氧、脂质产物等均可通过活化 NF-kB 起作用。如 TNF-a 刺激人脐静




1.3.3  ABIN-2 对 NF-kB 的负反馈调节 
ABINs（A20 binding inhibitors of NF-kB）是一种能与 A20 结合并抑制 NF-kB
活性的蛋白质。最早是由 Van Huffel S 等[44]利用酵母双杂交实验对 A20 结合蛋白
进行筛选时发现。ABIN-2 是 ABINs 家族中的一种。人类的 ABIN-2 基因位于染
















旋外，ABIN-2 蛋白与蛋白数据库中的其他蛋白无相似性。鼠和人的 ABIN-2 在
氨基酸水平上显示 78%同源性[45,46]。ABIN - 2 在各组织如心、脑、脾、肺、肾等
多个组织中均有表达,其中肾中最强,骨骼肌中较弱[44]30219。一般情况下，ABIN-2
蛋白位于细胞浆中，当 N-末端的 195 个氨基酸缺失时其可进入到胞核中[47]。许
多研究证明,ABIN-2 能够抑制 NF-kB 的活化。Van Huffel S 等[44]30222发现 ABIN-2
与 A20 结合后能够抑制由 TNF-a、IL-1 诱导的 NF-kB 的活化，认为 ABIN-2 能
够负性调节 NF-kB 途径。Huang L 等[48]发现 ABIN-2 也能够抑制 EGF 诱导的
NF-kB 的活化。Liu 等[49]发现 ABIN -2 和 RIP 上都有一段长约 50 个氨基酸残基
的相似保守序列,使其能够与 RIP1 竞争性结合 NEMO，通过抑制 RIP1-NEMO 复
合物的形成来抑制 NF-kB 的活化。在 ABIN-2 转基因小鼠中，肝部分切除术后，
ABIN-2 高表达能抑制 NF-kB 的核转位，在肝脏再生中干扰细胞周期[50]。 
综上，NF-kB 参与机体多个疾病的发生发展过程，其通过复杂的网络激活调
控相关基因的表达。在这个网络中，ABIN-2 起着对 NF-kB 负反馈调节的作用。
近年的研究[45]635发现在仓鼠的卵巢细胞中 Ang-1 能够通过活化的 Tie-2 受体募集
ABIN-2 蛋白从而调节了 NF-kB 的活性。同时研究发现 PI-3kinase/ Akt 途径参与
调节细胞的生存抗凋亡效应,其可能机制是通过 ABIN-2 蛋白抑制 NF-kB 途径
进而抑制细胞表面粘附分子的表达。但是在大鼠的内皮祖细胞中，Ang-1 是否同
样通过 ABIN-2 蛋白抑制 NF-kB 活化达到抑制炎症的作用目前尚未见有报道。为
此，本研究通过验证在内皮祖细胞中 Ang-1 与 NF-kB 通路之间的联系，为 Ang-1
修饰内皮祖细胞治疗动脉粥样硬化提供理论支持。 
1.4  慢病毒载体介导的 RNAi 
RNAi（RNA interference）即 RNA 干扰，是指将序列特异的双链 RNA 导入
机体内使细胞内同源的 mRNA 降解，产生特意的基因沉默现象。它是生物体内
普遍存在的一种古老的生物学现象。最早是在 1998 年 Fire 等[51]研究线虫基因表
达时发现正链 RNA 和反义 RNA 的混合物即双链 RNA 对基因的表达抑制作用比
单链 RNA 强十倍以上。随后，在多个生物及哺乳动物细胞内发现同样的现象，
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